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研究成果の概要（和文）：抗真菌薬であるボリコナゾール（VRCZ）およびミカファンギンのカラ

ムスイッチング HPLC を用いる簡便な定量法を確立した。この測定法を実サンプルに応用したと

ころ、肝機能障害の発生が危惧される血中濃度のトラフ値 4.5  g/mL 以上を越える症例が約

25％あり、副作用予防の観点から、VRCZ 血中濃度測定の臨床的意義が明らかとなった。さらに、

薬物代謝酵素 CYP2C19 のサイクリングプローブを用いる遺伝子多型解析法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：A simple analytical method using column-switching has been 
developed for the determination of blood level of antifungal drugs, vorivonazole (VRCZ) 
and micafungin. The method developed here has successfully applied for the patient samples, 
and results showed approximately 25% of the patients had a blood concentration trough 
value exceeding 4.5 μg/mL, at which liver dysfunction may occur, suggesting that the 
measurement of blood VRCZ concentrations is clinically important for preventing side 
effects. And a convenient method using cycling probe technique has been developed for 
the analysis of a genetic polymorphism of drug metabolizing enzyme,CYP2C19. 
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１．研究開始当初の背景 

医療技術の進歩に伴う易感染患者の絶対
数増加が、以前では問題とならなかった新た

な感染症発症原因となっている。その中でも
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特に、深在性真菌症が発症する機会は、以前

より急速に増加しており、その迅速で適切な

治療が、患者の生命予後を左右している。深

在性真菌症は、病原真菌（Candida 属、

Aspergillus 属、Cryptococcus neoformans
など）が、血液を含む体内各臓器に感染して

発症する感染症である。特に、超大量の抗が

ん剤投与が繰り返され、極度の免疫不全状態

に陥る白血病、悪性リンパ腫などの血液疾患

では、抗がん剤投与による免疫能低下に加え、

造血幹細胞移植に伴う免疫抑制剤投与、抗生

物質大量投与による菌交代現象、カテーテル

に代表される侵襲性医療用器具の使用など

が原因となり、深在性真菌症の発症リスクを

更に高めている。このような状況下で、適切

な薬剤を選択し、速やかに深在性真菌症に対

する治療効果をあげるためには、薬物の血中

濃度測定を行いながら最小用量で最大効果

の得られる投与量を決定することが望まし

い。 

しかしながら、腎機能や肝機能状態、薬物

吸収能のばらつきによって血中濃度に差が

生じ、十分な血中濃度に達していない患者の

いることも指摘されている。また、最近の薬

物動態学（PK）/薬力学（PD）に基づく投与

方法の検討では、ピーク依存性なのかトラフ

依存性なのか必ずしも解明されていない抗

真菌薬もある。さらには同じ抗真菌薬であっ

ても、病原真菌の種類によってピーク依存性

あるいはトラフ依存性となるとの報告もあ

る（医療薬学, 29, 449-456, 2003：Ther. Drug 
Monit., 2, 635-636, 2000）。そのため、こ

れら抗真菌薬の血中濃度を測定し、適正な投

与量、投与計画を設定することが必要である。

また、最近では、難治症例に対する抗真菌薬

の併用例も増加しており、一斉分析法の開発

が望ましい。本研究は、実検体における測定

結果を背景に、迅速に一斉分析できる測定法

を開発し、血液内科領域で望まれている抗真

菌薬の投与量、投与法について新たな提案を

するものである。 
 
２．研究の目的 
深在性真菌感染症に用いられるミカファ

ンギン（MCFG）およびその水酸化活性代謝物、
ボリコナゾール（VRCZ）、イトラコナゾール
（ITCZ）、およびその水酸化活性代謝物につ
いて、オンラインで除タンパクを行い、分析
する HPLC 法を開発する。また、CYP2C19 の遺
伝子多型をインベーダー法あるいは PCR法で
増幅後、シーケンサーで塩基配列を確認し、
遺伝子変異を決定する。これまでに日本人に
おいて、CYP2C19 における PM 型は CYP2C19*2
および CYP2C19*3 と報告されているが、まだ

見出されていない新規 PM の一塩基多型
(SNPs)を発見する。さらに、開発した簡易一
斉分析法を用いて血中濃度が高値となる症
例を迅速に検出し、PM における新規 SNPs を
見出す検査法とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗真菌薬の簡易迅速測定法の開発 
前処理カラムとして MAYI-ODS を用い、カ

ラムスイッチングによりバルブを切り替え
ることで除タンパク操作をオンライン上で
行い、分析カラムにて薬剤を分離定量する。
このカラムスイッチング法は、トラップさせ
た薬物を溶出する際に、移動相溶液を逆流さ
せるバックフラッシュモードを用いること
で再現性よく定量できる。この方法はオンラ
イン上で除タンパク、分離および定量が行え、
従来から用いられている HPLC 法を基盤とし
た条件を工夫することで測定法を確立でき
る。VRCZ および MCFG を用いた定量法を確立
し、薬物血中濃度測定に応用する。 
 

(2) 実サンプルにおける血中濃度測定 
PK/PD 理論に基づいた投与計画を立てるた

めの、血中濃度測定を行う。さらに、この血
液を使って得られた CYP2C19遺伝子解析の結
果を用いて血中濃度との関連性を比較検討
する。抗真菌薬の簡易測定と薬物代謝酵素
（CYPs）の代謝異常との関連を考察し、テー
ラーメイド治療へ向けた抗真菌薬の投与方
法を提案する。VRCZ および MFCG 定量につい
ては開発したカラムスイッチング HPLC 法を
用いて測定し、ITCZ については既報（Biomed. 
Chrmatogr. 20:343-348, 2006）に従って行
った。 
 

(3) CYP2C19 遺伝子解析 
患者の血液よりジルコニアビーズを添加

しボルテックスにて細胞を破砕後、固相抽出
を用いた DNA 抽出キット（QIAamp DNA mini 
kit）を用いて DNA を抽出する。CYP2C19 の領
域（Drug Metab. Pharmacokinet., 20, 
300-307, 2005）を含むプライマーおよびサ
イクリングプローブを GenBankよりゲノムシ
ーケンスを用いて変異部位である CYP2C19*2
および CYP2C19*3 設計し、PCR 増幅装置を用
いて PCR を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 抗真菌薬の簡易迅速測定法の開発 

前処理カラムに内面逆相系の Shim-pack 
MAYI-ODS を用い、測定後 0.5 分で前処理カラ
ムから血漿中のタンパクが約 97%排出され、
目的薬物がトラップされた。バルブを切り替
えてバックフラッシュモードにすると、1分
で目的薬物が前処理カラムから溶出され、分
析カラムでの分離を可能とした。さらに分析
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カラムで分離中、移動相に酢酸アンモニウム
を用いることで、前処理カラム内をオンライ
ンで十分に洗浄することができた。 

VRCZ のカラムスイッチング HPLC 定量法で
は､相関係数 0.998 以上と良好な直線性を示
し、定量範囲は血漿中濃度として 0.2
g/mL～10  g/mL であった。また、定量精度
も良好であった。患者検体に応用し、従来法
と比較したところ、R2=0.9725 (n=17)と良好
な相関性を得ることができ (Fig. 1)、VRCZ
のカラムスイッチング法を用いる簡易迅速
測定法を開発した。 

 
 

 
 
同様に MFCG もカラムスイッチング HPLC 測

定法を開発し、内標準法で検量線を作成する
と、相関係数 0.99 以上という良好な直線性
が得られ、定量範囲は血漿中濃度として
0.1 g/mL～10  g/mL であった。また、
定量精度も良好であった。患者検体に応用し、
従来法と比較したところ、y = 0.9954 
x+0.0196, R2=0.9955 (n=16)と良好な相関性
を得ることができ (Fig. 2)、MFCG のカラム
スイッチング法を用いる簡易迅速測定法を
開発した。 

 
 
 
(2) 実サンプルにおける血中濃度測定 
①VRCZ 血中濃度測定 
VRCZ は 15 例が 1日 2回、生理食塩液 100 

mL に溶解し、1 時間かけて点滴静注された。
また 37 例が 1日 2回食後 2時間に経口投与
された。ローディングドーズを含めた 1日投
与量は 376.5±65.1（mg/日）、血中濃度は
3.27±2.33（ g/mL）、C/D 値（VRCZ 血中濃
度/VRCZ 1 日投与量）は 0.0086±0.0058 であ
った。52 症例のうち、体重の測定が不可能で
あった 1症例を除く 51 症例で、添付文書に
準じた 1日投与量以下の設定を行っていたも
のは 42 症例（低用量両群）、重症度が高く主
治医の判断で添付文書の記載より高用量で
投与されたものは 9例であった（高用量群）。
このうち、VRCZ の血中濃度が 4.5  g/mL を
越えていたものは、低用量群で 42例中 11例、
高用量群で 9例中 2例であった。C/D 値は、
男性で 0.0101±0.0058、女性で
0.0041±0.0020 であり、両群間に有意差が認
められた（t検定：P=0.001）。血中濃度測定
の結果より、CCr 値（Cockcroft-Gault の簡
易計算法より算出）が上昇しても、VRCZ の血
中濃度に変動を及ぼす可能性は低く、腎機能
に軽度障害のある患者に対して減量を行わ
なくても、比較的安全に投与できる薬剤であ
ることが明らかとなった。しかし、今回の結
果では、有意差は認められないものの、腎機
能が低下すると血中濃度が上昇する傾向に
あることから、中等度以上の腎機能低下患者
に対し VRCZ を投与する場合、通常より血中
濃度測定回数を増やすことで投与量を調整
するなど、慎重な対応も必要であると考えら
れる。VRCZ の添付文書には、本剤の投与期間
中は血中濃度をモニタリングすることが望
ましいとの記載はあるが、実際に規定通りの
投与設定を行っても、どの程度の頻度で肝機
能障害の発生が問題とされる血中濃度トラ
フ値、4.5 μg/mL 以上を越える症例が出現す
るのかは明らかとされていなかった。今回は
じめて、VRCZ 血漿中濃度を測定した結果、ト
ラフ値が 4.5 μg/mL 以上となった症例が約
25％を占めたことから、臨床での副作用回避
に VRCZ 血漿中濃度モニタリングが重要であ
ることが明示された。 
また、注目すべき結果として、VRCZ の C/D

値が男性では高く、女性では低くなるのは、
CYP2C19 の活性に性差のあることが一因であ
ると考えられた。 
 
②MFCG 血中濃度測定 

 肺 Aspergillus 症臨床診断例 7例、真菌感
染疑い例 9例、予防投与例 20 例の計 36 名を
対象に、MCFG の臨床的有用性と血中濃度との

Fig 2. 開発したカラムスイッチング法と

従来法の比較（MFCG） 
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Fig 1. 開発したカラムスイッチング法と

従来法の比較（VRCZ） 



 

 

関連を解析した。臨床症状の改善度は、臨床
診断例 7 例中では著明改善 3 例、改善 4 例、
感染疑い例 9例中では著明改善 2例、改善 7
例、予防投与例 20 例中では全例が予防に成
功した。臨床診断別の MCFG トラフ血中濃度
は、肺 Aspergillus 症臨床診断例 4.24±2.80 
g/mL、真菌感染疑い例4.41±2.55 g/mL、
真菌感染予防例 3.45±1.63  g/mL であり、
3群間に有意な差は認められなかった。また、
同様に、臨床症状改善度別の MCFG トラフ血
中濃度は、著明改善例 5.23±2.44  g/mL、
改善例 4.08±2.63  g/mL、予防成功例
3.45±1.63  g/mL であり、3群間に有意な
差は認められなかった。以上より、肺
Aspergillus症に対してMCFGを投与する場合、
トラフ血中濃度は 4  g/mL 程度を目標に投
与量設定を行うことが望ましいと考えられ
た。更に、著明改善例がトラフ血中濃度
5.23±2.44  g/mLであったことを考慮する
と、重症例ではトラフ血中濃度を 5  g/mL
以上とする積極的投与量設定が必要になる
ものと考えられた。 
 
③ITCZ 血中濃度測定 
対象患者 26 例の性別は、男性 18 例、女性

8例、年齢は 59.3±12.3（歳）、体重は
56.4±9.2（kg）であった。原疾患は急性骨
髄性白血病（AML）12 例、慢性骨髄単球性白
血病（CMMoL）１例、急性リンパ性白血病（ALL）
1 例、骨髄異形成症候群（MDS）1 例、多発性
骨髄腫 （MM）1 例、形質細胞性白血病（PCL）
1 例、ホジキンリンパ腫（HL）1例非ホジキ
ンリンパ腫（NHL）7 例、再生不良性貧血（AA）
1例であった。ITCZ-OS は 26 例全例が 1日 1
回朝食前に 200mg を経口投与した。なお、い
ずれの患者も他の ITCZ製剤（カプセル製剤、
注射製剤）の先行投与は行われていなかった。 
ITCZ-OS 未変化体血中濃度は

2396.5±1742.7 ng/mL、ITCZ-OS ヒドロキシ
体血中濃度は 5384.4±3348.2 ng/mL であっ
た。 ITCZ-OS は 26 例全例が一律に 1日 1回
朝食前に 200 mg を投与していたことから、
体重の測定が不可能であった男性 4症例を除
く 22 症例で体重あたりの投与量と血中濃度
との関係を解析した。その結果、体重あたり
の投与量と体重あたりの ITCZ-OS未変化体血
中濃度では R2=0.134，P=0.094，体重あたり
の投与量と体重あたりの ITCZ-OSヒドロキシ
体血中濃度では R2=0.154，P=0.071 となり、
体重あたりの投与量と体重あたりの ITCZ-OS
未変化体並びに体重あたりの ITCZ-OSヒドロ
キシ体血中濃度との間に相関は認められな
かった。男女別体重あたりの ITCZ-OS 未変化
体血中濃度は男性で 29.7±23.4 ng/mL、女性
で 65.8±51.4 ng/mL（t検定：P=0.025）、体
重あたりの ITCZ-OSヒドロキシ体血中濃度は
男性で 66.7±44.8 ng/mL、女性で

148.1±98.2 ng/mL（t 検定：P=0.010）であ
った。そこで男女別に、体重あたりの投与量
と血中濃度との関係を再解析した。その結果、
体重あたりの投与量と体重あたりの ITCZ 未
変化体血中濃度は男性でR2=0.056，P=0.417、
女性で R2=0.000，P=0.973、体重あたりの投
与量と体重あたりの ITCZ-OSヒドロキシ体血
中濃度は男性で R2=0.059，P=0.403，女性で
R2=0.002，P=0.923 となり、男女別でも体重
あたりの投与量と体重あたりの ITCZ-OS未変
化体並びに体重あたりの ITCZ-OSヒドロキシ
体血中濃度との間に相関は認められなかっ
た。 
血中濃度測定の結果より、ITCZ-OS 未変化

体並びに ITCZ-OSヒドロキシ体の血中濃度は
患者間でばらつきが大きく、その血中濃度は
体重あたりの投与量に換算しても相関は認
められなかった。また ITCZ-OS 未変化体血中
濃度並びに ITCZ-OSヒドロキシ体血中濃度と
の間には相関が認められたことから、今回測
定対象の患者では、肝臓及び小腸で ITCZ-OS
未変化体が酸化され ITCZ-OSヒドロキシ体に
代謝される過程で飽和は生じなかったもの
と考えられる。ヒドロキシ体は主活性代謝物
であることが知られているが、その抗真菌活
性は未変化体ITCZと同等もしくは2倍から3
倍との報告がある。既に述べたように、ITCZ
血中濃度がトラフ値で 250 ng/mL から 500 
ng/mL の範囲内であれば、真菌感染が疑われ
る発熱性好中球減少症に対して有効性が期
待できるとされている。本症例において、
ITCZ-OS 未変化体血中濃度のトラフ値は
2396.5±1742.7 ng/mL、ITCZ-OS ヒドロキシ
体血中濃度のトラフ値は 5384.4±3348.2 
ng/mL であった。従って、今回測定対象の患
者では、ITCZ-OS 未変化体血中濃度並びに
ITCZ-OS ヒドロキシ体血中濃度が高濃度で維
持されていたことから、真菌感染が疑われる
発熱性好中球減少症に対して十分な有効性
が期待できる血中濃度が確保されていたこ
とが明らかとなった。 
これまでに我々は、血中濃度を指標とした

血液内科領域における抗真菌剤の適正な投
与量設定を行う目的で、キャンディン系抗真
菌剤 MCFG やトリアゾール系抗真菌剤 VRCZ の
血中濃度測定を行った。その結果、肺アスペ
ルギルス症を対象に MCFG を投与する場合、
トラフ血中濃度は 4  g/mL 程度、より重症
例ではトラフ血中濃度を 5  g/mL 以上とす
る積極的投与量の設定が必要で、実際の MCFG
投与量は、150 mg 以下でも十分な症例がある
ことを明らかにした。更に、VRCZ では肝機能
障害の発生が危惧される血中濃度のトラフ
値 4.5  g/mL 以上を越える症例が約 25％あ
り、副作用予防の観点から、VRCZ 血中濃度測
定の臨床的意義を明らかにすると同時に、
VRCZ は血中濃度に性差のあることを報告し



 

 

た。そこで、ITCZ-OS についても同様に性差
が存在している可能を考え、体重あたりの血
中濃度を男女別に比較した。その結果、男女
別体重あたりの ITCZ-OS 未変化体血中濃度、
ITCZ-OS ヒドロキシ体血中濃度のいずれもが
女性で有意に高値を示すことが明らかとな
った。そこで、男女別で体重あたりの投与量
と ITCZ-OS 未変化体並びに ITCZ-OS ヒドロキ
シ体血中濃度との間の相関を再解析したが、
相関は認められなかった。  

治療薬が少ない深在性真菌症領域におい
て、優れた抗真菌スペクトルと高い消化管吸
収力を有する ITCZ-OS が登場したことは、臨
床上重要な意義を有する。従って今後は、更
なる症例数を重ね、有効かつ安全に ITCZ-OS
が投与できるよう、血中濃度測定を実施し速
やかで適切な投与量が設定できる体制が必
要であると考える。 
 
(3) CYP2C19 遺伝子解析 
設計したサイクリングプローブおよびプ

ライマーを用いて CYP2C19*2 および
CYP2C19*3 の SNP 部位を測定したところ、ボ
ランティアの口腔粘膜細胞、毛髪および末梢
血はすべて同一の結果が得られた。8名のボ
ランティアのうち、2名が PM であり、*2/*2
型および*2/*3 型であった。他の 6名は EM で
あり、2名が*1/*1 型、1名が*1/*2 型、3名
が*1/*3 型であった。なお、既存の Taq Man 
Probe 法を用いても同様の結果を得た。末梢
血の採取は患者の苦痛を伴うが、口腔粘膜細
胞および毛髪を用いることで非侵襲的に試
料を採取でき、サイクリングプローブを用い
る SNPs 解析法を開発した。 
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